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Llnveation asBeaat l^lt^lisation (Tun complcxc phyartriUprotfine- 
pqitidc de liaison en tarn que tiactur fluorescent, nota^ 
dflection tt/oa de daenninatioD par fluoiesoencB dHm analyte dans na milieu 
susceptible de !e contenir, aimd que les coojagufs fluoresceals oomtituft dndit 
oompkxe ti6 de maniiie covalenie i IHm des 6l6nents dHm couple de liaison 
^)^que ligaod^ric^iteur. 

L'WilisalioD de dosages inusuDologiques pour l^analyse qualitative et 
quantitative de composes dans des fluides biologiques est k Ybtan aduelle 
laiganeot t^taadue. 

les teclmiques existantes, ks dosagK par fluorimarie ont piis 
io^iortanoe aoissante. 

En effct, ils prisentent un certain nombre d^vantages panni lesquds la 
scnsibiliti, U rapidity de la mcsure. la stabiUt6 ct l-inocuiti des i6acti& iiiaiqu& par 
des oonqxKfs fluoRsoeiits ct le c(^t iclativanent rfdnit 

les pbyoobiii(not6ines sont des constituants du phycoUlisome de 
ditEEttatcs bactaies, algues on ayptonmnades et Eom en g|6i£nl de quatie 
les phjroocjfanines, les pbyooaythiines, ks phycoetytfarocyanines et les 
allopbyco^anines. 

EUes som «Dm6es dc sous-unitds o et p , et paifois y pwtant chacune un 

20 ouplusicunifluonjphoies,etsomisolfeprindpalenwntsousfoimedetiimteo^ 
d Ti B XH i aiies . 

Cotaines d'entre dies sont utilis&s oonnne nunquens fluoiesceots en 
laison de nombieax avantages qu-dles pi6entent en tenie de lendemeat 
quantique, bandes d'absoiption. stabilit£ et solubilit6 (V.OI et al. J. CUl Bioloey 
25 1982-21-981). 

ScfaimatiqueiDent, les pbycobtlisoffles sont fonnds de deux parties : 

- le ooeor fiami d'ddments cylindtiques constitufe par des allopbycocyanines ; 

- des bitonnets, fionnes d'dteents cjtodriques, Sxis au coeur, Icsdits iianenis 
6iaDt oonstitttfe par des pbyooerythtines et des piqroocyanines. 

Les batonaets et les qrlindies sont fbimds par un assemblage de disques 
de phycobilipiot6ines. Ccs disques sou assembles entre eux ainsi que les bStonnets 
au cocur et le coeur I la membrane ihylakolde par des peptides de liaison. 

Ces peptides sont nommfe en fonction de leur localisation sdon la 
puUication A. Clazer. J. Biol. Chem., 1989, 2fil 1-4 : 
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Lk pour pq>tidede liaison dans lebitoimet 

I<; pour peptide de liaison dans leooeur 

L^C poor pq)dde de liaison dans le bStonnet-coeur 

Lq^ pour peptide de liaison dans le ooeur-membrane. 
5 La purification des phycobilipiotiines par des mdthodes 

coDvcntionnellcs pcnnct Tobtaition de complexes trimfriques ou hcxamiriques 

(ap)3 ou (aP)6 d^wmvus de pcpddcs de liatsoa Lcs trimires cmt une fimne 

discoTdale de « 30 A d'^nisseur et de « 120 A de diamtee. 

L*utilisatira de pbycobili{»otfines. notammem rallqdiycm^amne et 
10 la phycociythrinc. dans des dosages immunologiqiies par fluoximitie est 

dtaitc notanmait dans EP 0 174 744 et 0 076 695 ainsi que dans Ics 
4 520 110 et 4 542 104. 

D a dte tnmv6 que dans ceitaines conditions de purification des 
pbycrfalisomes, U 6tait possiUe dUbtcnir des con^lexes phycobiliprot6ine- 
15 peptide de liaison (P. Riglistaller ct al^ BioL Oiein. Hoppe-Scyler, 1987, 368. 
353-367). Ndannurins, ces complezes Aaient jusqu*i mnmfwiai^t d6crits dans la 
littfratme comme 6tant relativement peu stables et sensiUes auz piottees 
(W. RcutCT et C Nickel-Rcutei; J. Photochcm- Photobiol, B : Biol., 1993, li 51- 
66). 

20 De maniiie avantag^use, on a maintenant tiouvc que ces complexes 

pi&eataient to paiticularit6; spectioscopiques inttessantes par xappoit aux 
pbycobiliprotfines pour une utilisation en tant que tiaoeur fluorescent 

En efibt, un tel com[rfexe phycobiliprotfine-pqrtide de liaison posside 
toioouis des propriftds ^)ectroscopiques difiESientes de ceUes de la 
25 pbycobiliprot£ine seule, avec en ginftal : 

- augmentation du xendemcnt quantique 
ct^ou - d^placement de la longueur d*onde d'emission 
etAm * modification de la longueur tfonde d'absoiption 
et/ou * modification du coefficient d*absoiption molaixe 
30 par rapports la pbycoUl^notfine seule. 

Ces jffopriftis pcuvcnt sc i6v61cr paiticulifacment intercssantes lois de 
la mise en ocuvrc &w sysifanc de dftection utilisant un ou plusieuis tiaccuis 
fluoiesccnts, dans Icquel, outic la stability des tiaceuis dans le milieu, deux 
paramtoes sont d*impoitance capitate : 
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-le lendement quantique qui influe direaenient sur la limite de daecdon du 
systfane, 

- la longueur d'onde d'Anissioo qui Ins de IVitflisation de plusieuis tiaccais est on 
flteent d^temunant de leur dioix. 

De ^on inattenduc, on a nudntenant ttouvi que : 

- ces complexes phycobiUprot«ne-pcptide dc liaison 6taieDt stables en solution et 

en pr6«nce de s6uTO de di£B&entes origines contenaa natuieUemert 
piot6ises, 

- a toit possible de fixer de maniiie covalente ces oomplens sur difKientes 
piotfines et anticaips toot en conseivant les pioprid^s de fluonsceoce des 
cooqdexes. 

Dans un aspect avantageux, la pbycobilipnxfine ndlisfi: seloa 
l-invention est cboisie paimi la phycocrythrinc, la pbycoaytbocyanine, b 
phycoqranine, rallophyco^anine et I'allophycocyanine B. 
15 Dans b soite de la descripdon, on utiliseia les abr^viatjons suivantes 

pour ddsigner ks phyoobOipiotfiBes pieliSifo : allophycocyanine = AP. 
phycoaythrine = EE, pbycoeiyibiocyamne = JEC, pfayootTanine = PQ 
alloplqroocyamne B = APB 

De prff&eocc, Ic complcxe phycobiIiprot6ne-pq)tide de liaison est 
extrait d^ cyanobact£rie cboisie panni Mastigoclodus Laminoaa, Synedwystis 
6701. Synechococcus 6301. AnabaaiavariabmttNo^ 

Le pqnide de Ibison du conqplexe utilis6 aux fins de llnvenlion est de 
prfKience choisi panni ks peptides 1^ Lrc et 
haoL 

De mmht avantageuse, les complexes utilisables seion llnvention sont 

dfifinis de b manifae suivante, 4 partir des phycoWlipiotfines teUes que d«g^ 

par les abrfvbtions mentiwmfes d-Hfcssus, des sous-unit& a et p et des pq>ti(fcs 
^ Baison mentionn& plus baut : 

(aPEC,pPEC)gLR, (aPEC,pPEC)3LR, 

(tt'C.pPCfeLR. (arcpPC)gLRc. (arcpPC^LR, 
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(oAP,pAI^Lc.(aAPB.a2AP,p3AP)Lc et (oAP.pAI^i^. 
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Avantagcusement. on utiliseia selon I'inventjon les complexes 
phyoobaiprotfinc-peptides de liaison en combinaison avcc un ou plusiems autres 
ti^ccuis fiuorescmts. 

/«AP «ap! aux fins dc I'invaition est ie complete 

(o^. I<: , c'est-i-<lire un conptew phycx*^^ 

constitu^ dhm irimftie dc sous-unite o et |J dWIophw 
liaison dans lecoeur. 

La longueur des peptides varic suivant I'espicc et les piocessus de 

<%adation duiant to purification Hlc est de pia&cDce 
10 30000. 

Selon un aspect ttlt6ieur. llnvention ooncene fgaleinent un pnx^ 
homoginft de detection et/ou de dftenninatioa par fluoiesceiioe Am analyte dans 
un mflieu susceptible dc le comenir. par mise en 6ridcnce du pioduit d^ 
entrc I'analyte et au moins un rfccptcur contspondant, consistant : 
l)&ajouter audit mib'eu un premier riactifconstitud d'au moins m itepteur dudit 
analyte, 

Z) i ajouter un second idactif cboisi panni Fanalyte o» au moins Itai de ses 
itepteuis, l\m des deux i<acti£s fiant coupld avee un compost lIuoiesGeot 
domieur constitu6 par un ayptate, nn chelate ou un cwaploe inacRKycBque ^ 
tcne laie et I'autre rtetif 6ant couple avec un compos6 fluorescent accepteur, 
rordie d'ajout dcs rfactifc pouvart fitie inverse et, aprts cxdtati^ 
par tme source de lumiiie i la longueur d-oode d'exdtation du compose 
flnoicsoent dtmneur, 
3) i mesurer Ie signal d'6nissioo du compose fluoiesceat acopteor. 

oracteiise ea ce qu'on utilise comme compose fluoiescem acoeptcLr mi eon^^ 
pl>ycobilipn)teinc-peptide dc liaison td que defini ci-de^ 
Dans la presente description, on deGnit par : 

- -analyte' : toote substance ou groupe de substances, ainsi que ses ou 
talis analogBes, que Ton souhaite detecter et/ou detcnniner, 

30 -"'*«P»«^-«onte substance capable desc fixer spedfiquement J un 

she dudh analyte; 

-Tigaml" : toute substance capable de se lier spedfiquement i un 
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DCS cnrptates de tone rac utOisablcs dans un td piocAK de dosage 
que dans ICS iD6tbodes par wcis ou par competition dfaites ci-aprts sont 
notammcnt d&iiis dans les demandes EP 0 180 492, EP 0 232 348. EP 0 321 353 
«iW09a«)4791. 

DCS complexes maaocydiques de tene laie poitant des groupes N-mty 
srat ^gaiement dtoits dans la demande WO93/0S049. 

Ces ayptates et complexes maaocydiques dc tenc rare prtsertent 
Y«mtai^ fftee ties stables en milieu pnrtfique et salin. cette proprifti 6tant 
patiadanmntimportamedanslecasdesfa^ 

On utiliseia de piifi&ena en tant que compos6 fliioitscait d^ 

ICS pioc«£setmfthodesmentiomi£es dans bpiiseiitedescriptk^ ^ 

CHTJtate ou un complexe maaocydlque poitant des gnmpes N-«v 
d'eun^Hum. 

Sdon im aspect avantagcox. ledit pioc6de est une m^tbode par exois 

IS 

1) ia|ooter,auditmilieaamtcnantl1anaIyteiBdieid^ 

par an moins un ifapteur dudit analytev coupI6 avec mi compos6 flBoiesc^ 
domieurconstitu6parunaypiate.mididateo«uncomplexcinaaocydique& 

2) i qouter un second ifactif ooiistitu6 par un ou plusieuis auties 
analjrte, ledit second i6«ifftamcoupl6avecun compose fluoiw^ 
c«Mistitu«parunoomplexeplvcoWlipiotiine-pept^ 

3) i finre incuber ledit milieu apiis diaquc addition de i6actils ou ap^ 
des deux rfiactifs, 

4) J exdter le milieu lisuliant i la longueur tfOnde d'exdtation du compost 
flttorescemdonneur, 

5) i mesuier le signal emis par le compost fluoicscent accepteur. 

On pouna notanmient utiliser dans lesdils precedes Ml seal rfepteor de 
IVmalyte. qui est couple soit avec ie compose fluoiescem domwir, soit avec le 
compose fluQiesoeBt aocqitettr. 

Dans un autre aspect de Knvention, ledit piocede est une 

compditioD oonsistant ; 

1) J ajoutcr, audit mUicu antcnant I'analyte ied«die. un piemier rfartif constitue 
par un leccpteur dudit analyte. couple avec un compose fluorescMt domieur 
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constitui par un ayptate, im chelate ou un oomplexe macro^dique de tene 
lait, 

2) li ajoutcr un second liactif constitu£ de Vdnaljtt coupl6 avec un oompos£ 
fluoxcsoeot aooqjieur oonstitu£ par un oomplexe phyoobilipiot£me»pepdde de 

S liaison, 

3) i bhc incubcr ledit milieu apiis chaque additicm de ffetctife ou npsis I'kUstkm 
des deux ii£acti£5, 

4) h cxdter le milieu resultant h la longueur d*onde d*exdtatiott du comp066 
fluorescent domieur, 

10 5) ^mcsuxerle signal £mis par leoompos6fiuoiesoentaoccpteur. 

- Avantagcuscment» ledit pioo6d6 homogbie de detection e^ou de 
dtomination par fluorescence (hm analyte dans un milieu soscqrtible de le 
contenir, par mise en Evidence du produit de la reaction entre I'amalyte et au moms 
un ifcq)teur coiicq)ondant, est une m^thode par annpfiition oona 
IS l)h ajouter, audit milieu oontenant I*analyte recheschi, un premier rfactif consdtu^ 
par un itepteor dudit analyte, ledit itopteur dant coupl6 avec un compost 
fluorescent accq tf eur constitug par un oomplexe pbyartnlqiiotfine-pqrtide de 
liaison, 

2) h qoutcr un second i£actif constituf de l*analyte coupl6 avec un composf 
20 fluorescent donneurconstituf par unoyptateouundielatede tene laie, 

3) i {aire tncubo- ledit milieu soit apres radditiov de diaque t6ati&% soit qnis 
Taddition des deux rfactife, 

4) k exciter le milieu rfsultant & la longueur tfonde (f exc&ation du compost 
fluofescent doaneor, 

25 S)&mesurerle signal £mis par lecompos6 fluorescent accqpteur. 

Dans un aspect piifM des proc£d& mendonttfe d-dessus» le pxemier 
liactif et le seomd z&ctif sent ajoutis simuitanteent au mfl^ 
rccfaqclrf. 

Dans un aspect paiticulibemcnt avantageux sdon Tinventicm, le 
30 compos6 fluorescent donnem utilise dans lespR)c£d£smenti(mnfedHlessus est w 
chelate, un cryptate ou un complexe macrocydique de Eu^ et le compost 
fluorescent accepteur est le complexe (o^P, pAI^ JXL 

Dans un aspect ultdrieur, I'invention conceroe tgaiement IHitiiisation 
dHm complexe phycobiliprot£ine-peptide de liaison td que d6fini plus haut dans 
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un piw:6d« (Ttoiplification du agnal d'toioD 

tare tare utOisf comme compos6 fluorescent donneur dans on dosage par 
fluorescence, dans leqoel on met en oeuvre ^galement m cmpoU fluorescent 
aoepteur, caiact6is6e en ce que te ciyptate ou le chelate dc t^ 
rcndcment quantique global feible et en ce que le rendement qoantique de 
dfisactivation radiative du niveau ftnissifdeU tent lare est inf&ieurau rendement 
quantique de raccepteur, ledil aocepteur tent constitu6 par ledit complexe 
phycoirilipiot^-peptide de liaison. 

Dans un autre aspect, llnvention conoeme ^alement un coiijugu6 
fluoresoent oonstitu( d^m complexe phycobilipiotdine-feptide de liaison lit de 
mmhn covalente & 1^ des Yemenis dW couple de liaison sp&ifique' 
ligandAioepteur. 

Ixsdits coigugu6s peuvent toe en paiticulier utilises pour trier les 

ceMes et/ou analyser b suifece celtolaire dans un proc6d6 de cytomiti^ 

15 tdqued£ciitnotamemdansMd.NJCionic,J,ImmundogicalMetliods,1986.92. 
1-13. 

A titre d-exemples de couples de liaison sp6cifique UgandAfepteur, on 
pcut notamment citer des couples piotfine^pnM^ine, jmteBefADtl ou encore 
ADtVADS. 

20 De prtKrence, la phycobilipiot6ine utilis6e selon llnvention est choisie 

panni ia phycoeiythrine, la phyooerythiocyanine, U phycocyanine, 
I'aUophyoocyanine et I'allophyoocyanine B et le peptide de liaison est choisi panni 
les peptides Lr, Lo Irc et LcM , tds que dfifinis plus haut. 

Avantagcusement, le complexe phycobOiprotfine-peptide de liaison est 
25 choisi panni les complexes 

(aFEC.pPEC)gLR, („PEC.pPEC)3i^. 

30 («AP.pAP)3i^. (aAPB,o2AP,p3AP)Lc et {of^^f/^lcM, 

le complcare (oAP^ pAI^ Lc aant prffiBt 
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'"^^^ ^ ""^^ phycobilipioUine-peptidc de liaison est 

^dta«c3ranol«t«echoisicpar™ ^^^^^^ 

5 li.andJir^'^ *» «»>Ple de liaison spddBque 

5 ''^^"^tcur est un en parted 

ant,coips.Udttrtepteurpeut.i«cxenv,e,et,el^^^^^ 

10 

SaiELE. : IKwage de lanllginecaKliioembiywitt^ 

Un inanai««sai homogtoe a fti rfalis6 en tttilisam connne coB^ 
^ le .^yptate e^opiun. Eu trisbipyridlne 

on (OS i»o mtematlonal. Ranot) et comae compost acx«ptear soit 
»«%MK^(C,«not^ 

«»P«ivemc«41Wcoip8nionodonalC15(CB Wo intern^ 

Ixsabrfiviationsutflisgesci-aprtssontlessuivantes: 
AP sallophyooqraimic 

20 DTT -dithiotieto)! 

EuTBP = cqfptate d*euiopium Eu trisbipyridine di^ 
BSA ssAumalbumine bovine 
HSA ssaumalbummebimiaine 
IgG =ioimunoglobuItneG 

25 SPDP=N-«ucdninudyl3(2-pyridyIditluo)pn)f^ 
Sulfo-SMCC=suIfcsuccinimidyl4^ 

DPREPARATlONDESCONJUGUESIgGGlS-AP 
a) Adiration de I'AP pw le sulfo-SMCC 

60 % de ^e crannnoniu,. est A^Unination" 
swnageant. le culot es. rcpris par 250 Ml dt tampon pl«»plutte 100 nJ^ 
puisffl«i03Mmaflnd.linunerIesdven^paJZ 
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U filtrai est purifi6 par chromatogiaphie <f exduaon sur colomie G25 

supafine (Phannada, SuUe) dans le m6me tampoa La concentiation d'AP Oaic 

dans le vcrfume d-eidusiM est dftennindc 4 650 nm, en consi 
731000M-1CM-1. 

L-activation de TAP est tealis& en ajoutant use solidion desnUb- 
SMCC pr^arfe extemporan&nent h laison de 6^ mM dans un tampon phosphate 
100 mM pH 7^ et en laissant la leaction se pioduirc pendant one beuie, 4 
temptatuK ambiante, sous agitation douce (rapport molaiie de 15 a 75 sulfi>- 
SMOC par AP). L'AP-mal^imide est alois piiri66e sur colonne G25 superfine en 
tampon phosphate 100 mM. EDTA 5mM, pH 64 et cooseiv6e 4 4*G svant 
GOuplagesurIgG3D3. 

b) AdivatioD des IgG G15 par le SPDP 

Simultandment, 5mg d^IgG 015 i raison de 10 mg/tnl dans un tampon 
pbo^hate 100 mM, pH 7,0 sont activfe par I'ajout d^e solution de SPDP (Reice, 

15 USA) i raison de 6,4 mM dans dudionne dans unrappwtmolaiiede 74 SPDP 
parlgGG15. 

Apiis 35 min d'activation I tempteture ambiante, llgG pyiidine-2 

thione est pmifi& air colonne (35 superfine dans un tampon phosphate 100 mH 
£DTA5mM,pH64. 

20 Les protfines sont concentrte et les groupes 2-pyridyl disulfides sont 

riduits par une solution de Dtt (Sigma, USA) ayam une concentiation finale de 
19 mM pendart 15 nun a tea^jftature amMante. U DTT et la pyiidinc-2Hhion^ 
som flinrinfe par purification sur colonne 025 superfine ea tampon phospihate 100 

mM, EDTA 5mM, pH 64. La concentratiwi en IgO-SH est dftHminfe i 280 nm 
25 avec un e280nm ^ 210000 M"! cm-1. 

c) Coi\)i«aisoD des IgG GIS-^ avec AP-malSmlde 

La fixation des groupcmcnts thiols sur les mal^imides est i^alisie en 
ajoutant 241 mg d'AP aaiv&s par mg dlgO G15-SR Apris 18 heures 
dlncubatfon i 4*0 et 4 1'obscuiitd sous agitation douce, les fonctions thiols lest^es 
bises snit bloqute par I'addition (Tune solution 4 100 mM de N-mAhyl 
nialamide (Sigma, USA) ayant une concentration finale de 20 mM pendant une 
heure a temp6rature ambiante. 
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Le milieu reactionnei est purifif par gel filtation sur colonne m 
G3000SW semi-pi^ive (Beckmami. USA) en tampon phosphate 100 mM pH 

I« concentiatioDS en APet en IgG G 15 du coipgui purifi£, flu! dans 

5 tepramcrpic,somdetamindesparlesabsoipt3ons4280mnetid50mn,sd<mle 
calcuI suivant : 

lAP]Molc/l = A650nM/10000 
I ^ JMolc/l=(A280nm-A'280mn)/210000 
A'280nm ^«ant b contribution i cette longueur d'onde de I'AP-malfimide," 
10 dAeanin&pliishaut(paiagi^hel-a)). 

Dc ITOA est iajoul& a ctmcunenoe de 1 g/l au cmtiugui qui est 
ifpaiti en aliquotes puis congeK & -20X1 

2) PREPARATION DES CONJUGUES IgG GlS-(oAP, pAP^jLc 
a) AdiratioD do compiexe (oAP, pAP),!^ par le snlfo-SMCC 
15 U compiexe (oAP, pAP^jj^ obtemi i partir dc l-algue 

Mutigodadus lAmbiom . Apiis emactioa dc phycoWlisomes. les complexes 
protfines-peptides de liaison sont purifies seion P. Fbglistaller et colL ffiol. Cten. 
Hoppe Seylcr 1986^ 2SL 601-614. 

Us complexes prisentent les caractdristiques suivantes : 
20 - E d50 = 1076000 M"! an"!. 

-IX)d50/DO620 = 2A 

A 1 ml de compiexe (oAP, pAP^j^, ^ 3 „ ^hx^ 
100 mM pH 7,0, on ajodte 19,5 lU dW solution de sulfo SMCC (Pienie 1 30 
mmolefl dans le mtoe tampon. On imaibe 30mn I JKTCU pmduit dela 
25 «6«tionestpurifi«mcolomieG25HR10xl0darit2mlAmi.LafiactionaBfc 
daw le jj9U«ne moit est i<cup&&(V = 1,7 ml). La conceatmtion en compiexe 
{of^, pA»)Lc malfimide est 1,4 mg/tal. 
b) Activation des IgG 015 par le SSW 

EUe est t£alis£e comme indiqufe au point 1, b) d-dessus. 
30 c) CoiOagalson des IgG G15-SH avee le complae (oAP, 8 AP>^ 
naleimlde. • 

1,7 ml de la solution obtemic aa point 2. a est mise en contact avec 1 ml 
de la soluHon de IgG C15-SH i 0,9 mgM obtenue d-dessus. 
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Apies incubatioo une nuit i 4*0 sous agitation par agitaicur a iouI«an«, 
lecwijugu< est puriWsurcolonncTSK 4000 V4 prfpaistive (Becbnaiai. USA) i 
dflrft de 4 ml/tan dans im tampon phosphate 100 mM pH7. 
64 ml sort lassembldes et oonoeotrfes sur c6ne AMICX)N. La conttntiatioD en 

Laconcaitration en IgG en mg/tail est donn^ par b fbnnule 
00280-^/1.4. 

U conjugu6 est 4 120 Ml/ml en IgG avec mi rappoit molaiie de Ifi 
complexe(aAP, |jAP)3i^/IgC 00^^/620 = 2^ 
10 3) PREPARATION DESC0NJUGUESIgBG12-EuTBP 

La preparation de IgG G12-SH est rialis^ sdon le piotocole diait plus 

haot pour les 015 3D3 mais en fiusam varier Ic rapport moIaiie de 4 4 16 SPDP oar 
feOGll *^ 

A 5 mg (5 10-6 moles) de Eu TBP est ajoatfc une solution i 25 mM de 
suUo-SMCX; en tampon phosphate 20 mM, dimdtbylfbimamide 10 % (v/v pH 7fi 
dans une proportion de 24 moles d'activatcur par mole de Eu TBP. 

Apris 45 min d'activation i temp6ature ambiante, le milieu rdactionnel 
est fihrf i 04$ Mm afin tf6liminer le prfdpitd eventueUemenI fb^ 
i6actiomiels ind^siiables (sulfb-SMCC, N-hydrojcysucdnimlde, adde (N- 
mal«midom6thyl) carboxylique) sont aiming par chiomatographle ddiangeuse 
d'ions sur colomie Mono Q (Pharmacia, Su4de) en tampon phosphate 20 mM 
• dimfthylfonnamtde 10 % (v/v), pH 7,0 sous choc de NaQ. La concentration en Eu 
TBP mal^ide est ddenninee a 307 nm avec un 630700 de 25000 M"! cm-1 
ainsi que le vsppon A307nin/A280nm- 
25 Oefii5onslmiIaiie4ceUedicriteplushaatonMr6^girlesfoncti^ 
mal6imides avec les fractions thiols fii& sur IWicotps. dans des proportions 
molains variant de 10 i 30Eu TBPmalfimideparlgGGl^SH. 

Apife 18 hemes d'tncubation i 4X et blocage des gtoupements thiols 
(6vemueUement restas libres) par N-mahylmaliimidc. le Eu IBP non coopM est 
Aiming par dialyse en tampon phosphate lOO mM pH 7,0 i 4n;iusqu'i ^isemeat 
Qrius de fluorescence dans les bains dc dialyse). 

Les caimdristkiues du coiqugu6 SMt dfteimin6es par ses absoiptions i 
307 mn et 4 280 nm en utUisant les valeuis suivantes en tenant compte de 
I'absotption ptopie du oyptate dtenninfie par le lapport A307nni/A280nm- 


20 


30 
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EnlBPHBaiaiiiide: 

E3O7nm=2S00OM-lcin-l 

A307am /A280qq, : ddennii 
IgGG12.SH: 

^ f280iiin = 210000 M-lcm-l 

AaOTmnsOM"^"*. 

4)APPUCA'nONAUDOSAGEDELACE 

Les CQiijugu6s G12-BiTBP. GIS-ap m 

- lOOld lie caqjaiirf C12-EU IBPi (US ptM 

20 fl«»mite4IascrpnHotype,qulestdtoitci-aprts: '"«^*»'^*»«» 
«r "^"^ * ^ INC. modac Iil-337ND) 

» ^ dW mtatptape TO taaaie a, ate 8^ LwT!. 


wo 9(^16 



13 


Un filtre interfdrentiel, de caract£xistiques d6finies seloo la longueur 
(ToDde de Quoresoenoe h dfiecter, pcnnet de se debanasser des lumibes pouvani 
parasher le signal, dom lintensitf est cnsuite mesuiee par un photomultipUcaleur 
(HAMAMATSUR2949). 
S Le compteor de pboKms utilise est un SR-400 (STANFORD 

RESEAROHl SYSTEMS^ dont les opdtations et la synchionisation avec le laser 
sont coDtrtldcs par un oidinateur de type IBM PC-AT via une sortie RS 232. Les 
pulsations provraanl du jAotomultiplicatcur sont cnrcgistrte paidanl unc fcn6tic 
de temps (tg) ct apite un dilai (tj) dftcimines k condition qu'etles sdent 
10 sup&ieuies h itn niveau discriminant sOectionnf oar le compteor de pbotms'afin 
d*optiniiscT ie lapport signal/bniit du photmnultiplicateor* 

Une table X-Y, pilotfe par IIBM PC-AT, peonet les difEtents 
positionncnients de la microplaque de mcsurc par des moteurs pas h pas, indoant 
les manoeuvres dc chaigcment, dc positionnement sous le faisoeau ezc&ant, de 
IS lecture automatique en sequentiel des 96 puits, et de sortie. 

La fluoresoenoe 6nisepariecQnjugu6 GIS-AP ou G15-con4)lc3re 
(<^> P^'')3k: ^ °<csui6e & I'^de du fluorimi^ 

66Snm de 10 nmdeiaigpir a mi-hauteur, pendant 400 pset avec undflaide SO 

20 Les rfsultats som lapportfe dans le tableau d-desscws, exprim& en A 

cps coiTCspondant i la difference entre le signal &nis par Fdchantillon & 665 nm par 
lapport lla solution standard (s&um sans ACE^ 


ACEqg/tad 

AP 
Acps 

Compkate (oAP^ pAP^3Lc. 
Acps 

M 

251 

388 

15^ 

966 

1670 

118 

6427 

9804 

236 

9436 

16232 


25 


Les r^Itats montrent que le signal mesuic est supdrieur pour le 
complcxe phycobiliproteinc-prolfine de liaison par lappoit h la pbycobiliptDtdine 
seule. 
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De plus, on ootera que le lappoit DO^sq/ DOs20 = W qui 
caractftise ledit complece est constant dans la iimite des eneuis de mesuie pour 
lontes lesflapesde to CAricationdu oonjugiil et tiis difKicnt de cdui de I'APf- 

Ced dteoDtie la stability du complexB phyoobilipiotfine-peptide de 
liaison tout au long des dapes de purification et de couplage elfectute sans 
P^cautions paiticulifacs par rapport ft telle des conjuguis G15 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation d'uD complexe phycobilipia6inc-pcptidc dc liaison ea taut cue 
tiaocur fluorescent. 

2. UfflJs^<»d'»ncomplaephyooWlipiotfin^^ 

J«e tnttur fluoresort dans un pRK6di de detection et/o« de dfte^^ 
fluonscaiCB d-un analyte dans un milieu susceptible de te conlenir. 

3. Utilisation seion la levendiaition 1 ou 2, caiadfirisde en cc que la 
phycobilip««fiK est choisie panni la phycoeiythrine, la phycoeiythiocyamne. la 
phycocyanine, Wlophycocyanineetrallophycocyanine B. 

4. "•i'wationsdonIhmedesrcvendicationsUou3caiact^ 

le complexe phycobiliprotdine-peptide de liaison est extiait d^me cyanobactfiie 
panni Masdgoclodm LmUmuus, Synechocystis 6701, Synediococa» 
^LAnabaaia variabilis ctNostoc^, 

5. Utilisation sdonlWquela)n(iuedesn5vendicationsU 4. cffl^^ 

15 «aqwIcpeptidedeIiaisonestclM)isipainiilespeptidesI^i.l^I^C«I<^^ 

6. "'JKsationsctonl'unequdconquedesiwendi^ 

en cc que lecomplexepbycobiUpiotfiie-peptidede liaison est • 
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7. 


(aPEC,pPEC)5LR. (aPEC,pPEC)ji^, 

(«^.PP9)6I«. (aPC.pP^gLRc. (arc.pPObl*. 
(aAP.pAP)3i^, (aAPB.^AP,p3AP)Lc ^ («AP. pAP)^ . 

ftoo6d£ homogfaie de dftection etAw de domination par flnoic^ 
d-un analyte dans un milieu susceptible de le conteair, par mise en evident 

P««durt de la i&ction ent» I'analyte et an nwins un 
oonsistant : 

1) Mouter audit milieu unpiemierieactifoonstitu^d'aumoinsunrf^ 
analyte, 

2) a ajouter un second rtactif choisi panni IVmalyte oo an moias I-un de ses 
r&epteuis, IHin des deux itactife ftam coupl6 avec un con^ 

domicur constitu6 par un ayptate. un cbeUte ou un compleie maooeydique de 
tene nw et l-aut« liactif £tant coupli avec un compost fluoiescent accepteur 
1^ d'ajout des leactife pouvant etie inverae et. apris excitation du melange' 
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10 


15 


20 


25 


30 


par une somcc de lumi^ i fa loi^r (Toode d'cxcitaticm du compost 

flttoiescentdoiineiir, 
3) k mcsmcr le signal d'^nission du composd fluoiGSceu acocpteur 
««:ttts6 en ce qu^ utilise omnne am^ 

phyoobiUpiot6ine-peptide de liaison td que difini sdon qudoonqut des 
ievendicatjonsli6. 

8. ^'•«="^sdonkrc>wfication7consislantenuncmft^ 
caiactirisi en oe quit consiste : 

1) i8joateii audit milieu contenaml'aiuayterec^ 

Iwaumoinsunitepteurduditanalytc,c»upl£avecuncompa;6fluoiesc^ 

dom«or oonstim« la un an«ale. on d«laie ou »n compter 
tcnc rare, 

2) i ajouter un second rfaoif constitui par un ou plusiems «.tns rfcepteun dudit 

analyte. ledit secomi liactif aam coupK avec un compos6 fluorescent aa^ 
constitue par un oomplexe pbycoWlipiot6ine-pcptide de liaison. 

3) 1 toe incuber ledit milieu aprts chaque addition de i6ictife ou apris M 
des deux ifacti^ 

4) a excSter le milieu ifsultant k la longueur d'onde d-exatatkm du compost 
fluorescent donneur, -r^^ 

5) i mesurer le signal 6nis par le compost fluonscent accepleur. 

9. Pioctdt selon U rcvcndication 7 consistam en u>e mttfaode par 

aw>p6tilion,caract6ris6a>cequ'ilconsiste: 

l)4ajouter.audit milieu contanmtranaIyterecl«cbe.unp,em^^ 

par mi itcepteur dudit analyte, couplt un compost fluorescent dom«ur 

««s«itut par m, ciyptatc, m, chdate ou un complexe macmcy^ 

rare, 


2) i ajouta un second itactif constitut de I'analyte couplt avcc un cnnpost 
ft^cem acaptcur constitut par un complcxe phycobiliprottiK-peptide de 

3) I toe incuber ledit miUeu apres du«pe addition de itactife ou ap^ I'addition 
des deux itactife, 

4) h cxdta le milieu itsultant J la longueur d'onde d'exdtation du compost 
fluorescent donneur, 

5) i mesurer le signal 6nis par le compost fluoiescent accepteur. 
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10. ftoc6d& seloB la icvendication 7 consistant cn une mdhode par 
ocmip&ition, caiactfris6 ea oe qu*il oonsiste : 

1) i ajouter, audit milieu contenant I'analyte lecbeicbi, un piemier liactif constitu6 
par un i6cqiteur dudit analyte. ledit rfcepteur etam coupl6 avcc un cmposi 

5 fluorescent aooepteur oonstitu6 par un compleze phycobilipiotfine-pepdde de 
liaison, 

2) i ajouter un second rfiactif constitui dc Tanalyte coupI6 avec un composf 
fluorescent donneur constitu£ par un oyptate ou un chelate de tene rare, 

3) & feire incuber ledit miUeu soit apiis Fadcfition de cbaque r£actif, soit qnis 
10 i'additiondesdeuxriactifs, 

4) I cxdta le milieu resultant h la longueur d^onde d'cxdtation du oon^ 
fluorescent donneur, 

5) k mesurer le signal 6nis par le compost fluorescent acceptcur, 

11. Ptoc6d£ selon Itoe quclconque des revcndications 7 & 10, caract6ris6 en 
15 oe que le premier rfectif ct le second rtotif sont ajout£s simultandmeot au milieu 

ocmtenant I'^yte iecheich6. 

12. RDo6d6 selon I'unc quelconque <fes revcndications 7 ou 8, caract£ris6 en 
CB qu'on utilise un seul r6ceprcur de Tanalyte, qui est ooupl6 sort avec le compos£ 
fluorescent donneur, soit avec le compos6 fluorescent accepteur. 

20 13. ftocidi scion IWqudconque des revcndications 7 i 12, caractft^ 
ce que le compost fluorescent donneur est un ch£late, un oyptate ou un complexe 
macrocydique de terbium ou d'europium. 

14. ftoc«<sdonlWequelamque des revcndications 7 a D,caract6is6cn 
ce que le compose fluorescem donneur est un chelate, un oyptate ou un complew 
macrocydique de Bi^ et le compost fluoresccm aocepteor est le complexe 
(oAP^Lc. 

15. Utilisation scion IHme qudconquc dcs revcndications 1 i 6 dans un 
proo6de d*amplification du signal d'fanission d^m oyptate ou dHin chelate dc tcrre 
rare utilise comme compos6 fluorescent donneur dans un dosage par fluorescence, 
dans lequd on met cn ocuvre egalemem un compos6 fluoresccm accepteur, 

caract£ris6e en cc que le oyptate ou le chdate de term rare posside un rendemcnl 
quantique global faiblc ct en ce que le rendement quantique de d^sactivation 
radiative du niveau toissif de la tene rare est inferieur au rendement quantique de 
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Itoepteur, ledit acwpteur 6iaiit coostitu6 par un complexe pbycobiiipiot^ 
p^dede liaison. 

Ifi. Utilisation sdonlWqudcoDquedesreveodiotio^ 
en ce que le eomjiea pbyoobOipniifine-peptide de liaison est iitilis6 en 
combioaison avec un ou pluaeuis autres uacems fliunesceotsi 

17. Conjugui fluorescent oonstitu^ d^in complexe phycobilipiotSne-pqitide 
de liaison U6 de mmin covalente i IHu des d6neots d^ couple de liaison 
spidfique ligandAAxpteur. 

18. Oonjugud sekn la levendication 17, caract6is6 en ce que la 
lAycobOipnitfine est choisie paimi b phycoeiythrine. U phycoeiyth^ 
pbyoocyanine, I'sJIophyooqfanine ct lWopbyco(9amne B. 

19. Q>idugu6sdonlaicvendicari(ml7oul8,caiaci«s6aicequelepq(tid» 
de liaison est cboisi panni les peptides l^i, Lq Lrc ct LcM.. 

20. Q»njHgu6selonl'unedesrevendicationsl7ai9,caract6is6enccquele 
15 complexe phycobUiprot^inc-peptidc de liaison est cfaoisi panni les complexes 

(oFEC,pPEC)gLR, (aPEC.pPEC^LR. 

i^^.f^i^. (arcppc^^jc, (orc.pTC^jLR. 

21. Cbiijugu6sdonlWdesrevendicationsl7a20,caiac*&is6encequel6 
complexe phycobitipiotfine-pepiide de liaison est extiait d^ cyanobacttfe 
dioisie panni Mastigochdiu Lmmasus, Synechocystis 6701. ^neduxocais 
6301, Aitttbaem variabilis tLNosioc spec. 

25 21 Owi|«gu6sdonI'unedesrevendicatiO!»17»21,caiacl£ris6eBCcquer 
fldmcnt du couple dc liaison sp6cifique Ugand/ifopteor est un itepteur. eo 
paiticuliei un ifaepteur ceUulaire ou un anticoips. 

23. Conjugui selon l-unc des rcvendications 17 ^ 21, caiact6ris6 en ce que P 
flfaent dtt couple de Uaison sp&ifiquc Ugand/ricepteur est un Ugand, notanunent 

30 unanalyte. 

24. UtilisationdHmconjugn6sdonlWqueleont|uede$ievendications 11423 
. dans unpiooddddecytomfiriede flux. 
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